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PREFÁCIO 

O documento da Tese para obtenção do título de Doutora em 

Tocoginecologia, intitulado: “Efeito imunomodulador da vitamina D sobre a 

ativação de inflamassomas em tecido placentário de gestantes portadoras de pré-

eclâmpsia” encontra-se dividido em 6 capítulos.  

Inicialmente, a Introdução aborda uma revisão da literatura a respeito da 

patogênese da pré-eclâmpsia (PE) e suas manifestações clínicas. Também é 

apresentada a literatura relacionada aos eventos que desencadeiam a inflamação e 

ativação do inflamassoma, assim como o papel da vitamina D (VD) na PE.  

O capítulo um apresenta o manuscrito intitulado “Vitamin D decreases 

expression of NLRP1 and NLRP3 inflammasomes in placental explants from women 

with preeclampsia”, que foi submetido à publicação ao periódico Cytokine. Os 

resultados desse manuscrito mostram que o tratamento in vitro com VD sugere um 

papel imunomodulador na inflamação placentária de gestantes com PE e regulação 

do estresse oxidativo induzido pelo H2O2 em explantes placentários.  

O capítulo dois contempla o manuscrito intitulado: “Effects of vitamin D-

induced supernatant of placental explants from preeclamptic women on oxidative 

stress and nitric oxide bioavailability in human umbilical vein endothelial cells”. 

Os resultados desse capítulo foram publicados no periódico Brazilian Journal of 

Medical and Biological Research (fator de impacto 2,046). Esse trabalho foi 

desenvolvido durante o estágio de pesquisa no exterior (BEPE-FAPESP), no 

Karolinska Institutet, Estocolmo (Suécia), com supervisão do Professor Mattias 

Carlström. 

O capítulo três está apresentado em forma de manuscrito que será enviado 

para publicação, entitulado: “Vitamin D modulates inflammasomes in placental 

explants of preeclamptic women and decreased apoptosis in huvec cultured with 
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monosodium urate” e apresenta os resultados de expressão gênica e proteica de 

componentes do inflamassoma e citocinas inflamatórias  em explantes placentários 

e também apoptose em células endoteliais (HUVEC) frente ao estímulo com urato 

monossódico (MSU). Esses dados mostram a ação da VD na modulação da ativação 

dos inflamassomas NLRP1/NLRP3 e na diminuição da produção de citocinas 

inflamatórias e apoptose. 

No capítulo quatro, entitulado “Vitamin D mantains viability and decreases 

apoptosis in HUVEC and modulates inflammation in placental explants from 

preeclamptic pregnant women cultured with TNF-α”, os resultados demonstraram 

que o tratamento in vitro com VD tem um papel imunomodulador na produção de 

citocinas em explantes placentários e apoptose em células endoteliais cultivadas 

com TNF-α. Esse capítulo também está apresentado em forma de manuscrito que 

será enviado para publicação. 

Por fim, no capítulo cinco, encontram-se apresentadas as conclusões gerais 

do trabalho. 

O capítulo seis contém os anexos referentes aos Termos de Consentimento 

Livre e Esclarecido e ao Protocolo do Comitê de Ética em Pesquisa. 
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Resumo 

Gestações complicadas por pré-eclâmpsia (PE) estão associadas com isquemia/hipóxia 

placentária, estresse oxidativo e níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias. A ativação 

do inflamassoma NLRP3, representada por maior expressão gênica e proteica dos 

componentes desse complexo relacionado à inflamação, como caspase-1, interleucina-1 

beta (IL-1β) e high-mobility group box-1 (HMGB1), foi descrita em placenta de gestantes 

pré-eclâmpticas, quando comparadas às gestantes normotensas (NT). A hiperativação do 

inflamassoma NLRP3 nos tecidos placentários pode estar envolvida no estado inflamatório 

sistêmico exacerbado da PE. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a ação 

imunomoduladora da vitamina D (VD) sobre os inflamassomas NLRP1 e NLRP3 em 

explantes placentários de gestantes portadoras de PE e de NT e Human Umbilical Vein 

Endothelial Cells (HUVEC), bem como a apoptose nessas células. Foram avaliadas 30 

gestantes assim distribuídas: 10 portadoras de PE precoce (idade gestacional < 34 semanas), 

10 portadoras de PE tardia (idade gestacional ≥ 34 semanas) e 10 NT. Após a realização do 

parto cesáreo, fragmentos de aproximadamente 10 mg foram imediatamente retirados da 

região central da placenta, de modo que constituíssem amostras do citotrofoblasto viloso e 

da região do sinciociotrofoblasto em contato com a face materna. Os explantes e as HUVEC 

foram cultivados na presença ou ausência de peróxido de hidrogênio (H2O2), urato 

monossódico (MSU), fator de necrose tumoral (TNF-α) e tratados com VD. Após 4 e 18 

horas de cultivo os explantes e as células endoteliais foram submetidos à avaliação da 

expressão gênica e proteica de NLRP1, NLRP3, caspase-1, IL-1β, IL-18, TNF-α, HMGB1, 

tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand (TRAIL) e vitamin D receptor 

(VDR) por qPCR, ELISA e Western Blot. A apoptose nas células também foi avaliada por 

citometria de fluxo.  De maneira geral, os resultados mostraram que o tratamento in vitro 

com VD é capaz de modular a inflamação placentária em gestantes com PE e diminuir o 

estresse oxidativo, induzido pelos tratamentos com MSU e H2O2 em explantes placentários 

e HUVEC, bem como aumentar a viabilidade e diminuir a apoptose nessas células 

estimuladas com TNF-α. A utilização de agentes com propriedades anti-inflamatórias e 

antioxidants, como a VD é um campo de pesquisa que deve ser mais explorado em futuras 

investigações para entender o mecanismo pelo qual a VD atua na imunomodulação da 

resposta inflamatória na PE.  

Palavras-chave: Pré-eclâmpsia, explantes placentários, HUVEC, vitamina D, citocinas, 

inflamassomas, apoptose. 
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“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos não é senão uma gota de 

água no mar. Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota”. 

Madre Teresa de Calcutá 

INTRODUÇÃO 
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A pré-eclâmpsia (PE) é uma síndrome específica da gestação humana, 

considerada a principal causa de morbidade e mortalidade entre 2 a 8% das 

gestações no mundo todo (ACOG, 2020) e uma das principais causas de morte 

materna no Brasil, responsável por 37% das causas de morte obstétricas diretas 

(Laurenti et al., 2009). Os parâmetros clínicos que caracterizam essa patologia são: 

hipertensão arterial e proteinúria a partir da vigésima semana de gestação ou nos 

primeiros dias após o parto. Entretanto, outras disfunções maternas também podem 

estar relacionadas com a PE, como insuficiência renal, envolvimento hepático, 

complicações neurológicas ou hematológicas, disfunção útero-placentária ou 

restrição de crescimento fetal (Tranquilli et al., 2014; Mol et al., 2016). 

A gestação normal é caracterizada por resposta inflamatória sistêmica leve, 

representando uma resposta de adaptação do organismo materno para permitir o 

crescimento e desenvolvimento fetal (van Rijn et al., 2008). Essa adaptação é 

resultado da ativação da imunidade inata, levando à reação inflamatória leve, que 

não indica doença, mas atua como mecanismo protetor do organismo materno 

contra infecções, visto que a resposta imune adaptativa se encontra ligeiramente 

diminuída (Wegmann et al., 1993).  

Durante o segundo trimestre de gravidez, ocorre o processo de remodelação 

das artérias espiraladas maternas que, com a invasão do trofoblasto, se diferenciam 

fenotipicamente em células endoteliais (Collins et al., 2012). A vasculogênese 

garante o suprimento sangüíneo adequado para a placenta e o suporte nutricional e 

respiratório do feto. Entretanto, observa-se que em placentas de gestantes com PE a 

invasão trofoblástica é inadequada, acontecendo em apenas 30-50% das artérias 

(von Dadelszen et al., 2003). Essa falência na remodelação vascular pode levar à 

má perfusão e isquemia placentárias (George & Granger, 2011). A isquemia 

acontece devido ao fato de que as artérias não são suficientemente remodeladas, 

ocorrendo uma perfusão desordenada do fluxo sanguíneo para o espaço interviloso. 

Somado a um suprimento inadequado de nutrientes e oxigênio, ocorre a redução da 

área de superfície disponível para troca entre mãe e feto, o que pode contribuir para 

os desfechos desfavoráveis relacionados à gestação (Turco & Moffet, 2019).  

A fisiopatologia da PE ainda não está totalmente esclarecida, mas 
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atualmente sabe-se que a isquemia placentária tem fundamental importância nesse 

processo, já que a liberação de produtos resultantes de má perfusão na circulação 

materna pode levar à disfunção endotelial sistêmica (Burton et al., 2019).  

Além da isquemia placentária, o estresse oxidativo também é uma 

característica marcante em gestações complicadas pela PE (Burton & Jauniaux, 

2004; Myatt & Cui, 2004) e pode ser resultante de lesão causada por hipóxia e 

reperfusão (Burton & Hung, 2003) e/ou deficiência das defesas antioxidantes 

(Perkins, 2006). Peraçoli et al. (2011) relataram a ativação endógena de monócitos 

de gestantes portadoras de PE, associada à produção elevada de ânion superóxido 

(O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e fator de necrose tumoral-α (TNF-α) por essas 

células, demonstrando que a PE é caracterizada por estresse oxidativo.  

Os produtos resultantes da disfunção endotelial e estresse oxidativo podem 

agir como mediadores inflamatórios, ativando o sistema imune inato, o primeiro 

mecanismo pelo qual o organismo responde imediatamente a infecções e injúrias. 

Receptores de reconhecimento padrão (pattern recognition receptors - PRRs) 

reconhecem moléculas liberadas por patógenos ou células danificadas. Esses sinais 

moleculares são chamados de padrões moleculares associados ao dano (damage-

associated molecular pattern - DAMPs) ou à patógenos (pathogen associated 

molecular pattern - PAMPs) (Gong et al., 2020).  

As DAMPs podem estar presentes no plasma das gestantes e são 

consideradas importantes indutoras da resposta inflamatória. Alguns exemplos de 

DAMPs são moléculas como reativos intermediários do oxigênio, proteínas de 

choque térmico, proteínas liberadas de células mortas como o high-mobility group 

Box-1 – HMGB1, e  ácido úrico (Asea et al., 2002; Park et al., 2004). 

Receptores de reconhecimento padrão, importantes na resposta inflamatória, 

fazem parte da família Nod-like ou NLR (proteína com domínio de oligomerização 

nucleotídica), são proteínas citosólicas capazes de reconhecer PAMPs e DAMPs 

citoplasmáticos e recrutar outras proteínas, formando complexos de sinalização que 

promovem a inflamação, denominados inflamassomas (Lamkanfi et al., 2007).  

Entre todos os inflamassomas descritos até o momento, o NLR family pyrin 

domain containing 3 (NLRP3) é o melhor caracterizado (Kelley et al., 2019). A 

ativação de NLRP3 pode ocorrer devido a vários estímulos, entre eles a produção 



21 
 

de espécies reativas de oxigênio (EROs) (He et al., 2016), que são os primeiros 

reativos intermediários produzidos durante esse processo, estando envolvidos na 

formação e ativação de NLRP3 e sendo responsáveis pela liberação de agentes 

inflamatórios durante a resposta imune (Abais et al., 2015).  

Ainda não se sabe detalhadamente como as EROs atuam na ativação do 

inflamassoma. Estudos recentes indicam que elas são induzidas por ativadores de 

NLRP3 e são essenciais como mensageiros secundários para a sinalização de 

ativação de NLRP3 (Martinon, 2010). O2
- e H2O2 podem agir como segundo sinal 

para ativar inflamassomas em podócitos, células importantes em lesões renais. 

Abais et al. (2014) mostraram que a decomposição da H2O2 pela catalase previne a 

agregação de inflamassomas NLRP3 em podócitos de camundongos, o que pode 

diminuir a injúria glomerular. Bauernfeind et al. (2009) investigaram o papel das 

substâncias capazes de inibir a produção de EROs, e encontraram evidências de que 

essas substâncias não necessariamente ativam o inflamassoma, mas fazem parte de 

sua indução. Não existem na literatura estudos que relacionam as EROs à ativação 

do inflamassoma na PE e melhores investigações são necessárias para adquirir mais 

conhecimento sobre essa via e desenvolver possíveis alvos terapêuticos.  

Nunes et al. (2018) demonstraram que H2O2 leva à ativação de NLRP3 em 

explantes placentários de gestantes normotensas (NT), como consequência da 

indução de estresse celular, com aumento da expressão de caspase-1, interleucina 

1β (IL-1β) e TNF-α. Esse processo inflamatório também está associado com baixa 

produção de interleucina 10 (IL-10), uma citocina essencial na gestação normal, 

auxiliando na placentação adequada, controlando a inflamação excessiva e 

regulando a expressão gênica de IL-1β e TNF-α (Moore et al., 2001; Cubro et al., 

2018).  

A ativação do inflamassoma gera formas ativas da interleucina IL-1β e IL-

18 (Abbas et al., 2012). A IL-1β é uma citocina inflamatória importante, liberada 

durante a resposta inflamatória endotelial e, de maneira interessante, a ativação de 

NLRP3 produz grandes quantidades de IL-1β (Godo & Shimokawa, 2017). Além 

disso, esse processo contribui para liberação de HMGB1 e a morte celular induzida 

por patógenos bacterianos (Schroder & Tschopp, 2010; Gross et al., 2011). A 

ligação de DAMPs, como o ácido úrico, na forma de urato monossódico (MSU), 
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pode ativar o inflamassoma NLRP3 (Lamkanfi et al., 2007). Em trabalho recente, 

foi demonstrado que monócitos de gestantes com PE estimulados com MSU tem a 

expressão gênica do inflamassoma NLRP3 aumentada (Matias et al., 2015).  

NLRP1 e NLRP3 também são expressos em células imunes, células 

endoteliais e em outros tipos celulares como células placentárias (Abrahams, 2011; 

Pontillo et al., 2013). Weel et al. (2017) avaliaram a ocorrência do inflamassoma 

NLRP3 em placenta de gestantes portadoras de PE, com o objetivo de desvendar o 

papel do inflamassoma na interface materno-fetal. Foram detectados níveis 

elevados de RNA mensageiro (RNAm) de NLRP3, caspase-1, IL-1β, TNF-α e 

HMGB1 em tecido placentário, bem como aumento significativo dos níveis de 

caspase-1, IL-1β, TNF-α e HMGB1 em homogenato de placenta de gestantes 

portadoras de PE, quando comparadas às NT. Esses resultados sugerem que a 

hiperativação do inflamassoma NLRP3 nos tecidos placentários pode estar 

envolvida no estado inflamatório sistêmico exacerbado da PE (Weel et al., 2017). 

A inflamação persistente no endotélio estimula a secreção de vários 

mediadores inflamatórios, e por isso é um processo importante em alguma doenças 

inflamatórias, pois podem ativar diversos padrões de sinalização. A IL-1β é liberada 

durante a resposta inflamatória endotelial e a ativação de NLRP3 produz grandes 

quantidades de IL-1β (Godo & Shimokawa, 2017). Células endoteliais são alvo para 

IL-1β e também a produzem durante a inflamação (Wang et al., 2011). Além disso, 

o excesso de produção de EROs pode aumentar o catabolismo do óxido nítrico 

(NO), levando à diminuição da sua disponibilidade. Esse desbalanço entre EROs-

NO leva à expressão de genes relacionados a inflamação, o que por sua vez pode 

prejudicar a função endotelial (Shihata et al., 2016).Observando a importância das 

células endoteliais na PE, a utilização de HUVECS se torna uma boa alternativa de 

modelo experimental in vitro (Caldeira-Dias et al., 2018; Gonçalves-Rizzi et al., 

2018;  Caldeira-Dias et al. 2019). 

A apoptose é um mecanismo celular intrínseco que leva a auto-destruição 

celular. É um fenômeno fisiológico necessário na embriogênese, estresse celular e 

remoção de células lesadas, bem como para controlar a proliferação celular anormal 

em condições patológicas (Hockenbery et al., 1994). Esse processo celular é 

induzido por estímulos específicos e ocorre em células que participam de vias 
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relevantes para o organismo (Thompson, 1995). A apoptose é essencial para a 

homeostase dos tecidos humanos, incluindo a placenta. O aumento da apoptose do 

trofoblasto durante a PE pode contribuir para supressão da angiogênese e o 

crescimento placentário levando ao desenvolvimento da doença (Barakonyi et al., 

2014). 

Recentemente, alguns autores têm discutido a apoptose em trofoblastos 

humanos e sua possível implicação no desenvolvimento normal, remodelação, e 

envelhecimento da placenta. Esse processo é importante para a placentação 

adequada, mas pode estar envolvido na fisiopatologia de doenças relacionadas à 

gestação. A apoptose no trofoblasto aumenta em placentas normais de acordo com 

a progressão da gestação, e uma elevada incidência de apoptose é observada em 

gestações com PE e restrição de crescimento fetal (Shawn et al., 2005; Sinha et al., 

2016). 

O TNF-α foi a primeira citocina identificada como sendo capaz de induzir a 

apoptose em trofoblastos humanos. Em combinação com o interferon gama (IFN-

γ), o TNF-α estimulou a apoptose em sincício e citotrofoblastos (Garcia-Lloret et 

al., 1996; Pijnenborg et al., 2000). O TRAIL (tumor necrosis factor related 

apoptosis-inducing ligand) é o terceiro receptor de morte no sistema de regulação 

da apoptose no sistema imune (Barakonyi et al., 2014). Durante a PE, o aumento na 

expressão de TRAIL por células trofoblásticas é provavelmente um mecanismo 

contra sinais apoptóticos de linfócitos e células natural killer maternas (Sokolov et 

al., 2009). Chaemsaithong et al. (2014) mostraram que os níveis plasmáticos de 

TRAIL solúvel são menores em mulheres com PE em comparação com as 

normotensas. Zauli et al. (2012) sugeriram um papel preditivo de TRAIL solúvel 

(sTRAIL) como um risco para desenvolvimento de distúrbios hipertensivos na 

gestação, como a PE. 

Um dos ligantes de TRAIL, death receptor 5 (DR5), é detectado em células 

trofoblásticas. O estímulo com citocinas como o TNF-α pode levar ao 

redirecionamento de DR5 para a superfície celular e consequentemente aumentar a 

suscetibilidade das células trofoblásticas ao TRAIL. É sugerido que o estímulo 

excessivo com TNF-α pode causar dano celular, como ocorre na PE (Barakonyi et 

al., 2014). 
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A vitamina D exerce inúmeros efeitos no organismo. Em relação ao sistema 

imune inato e adaptativo, ela é capaz de estabelecer um estado imune mais 

tolerogênico, principalmente por apresentar atividades reguladoras sobre a resposta 

inflamatória. Durante a gestação normal, a vitamina D é produzida por células 

trofoblásticas placentárias e da decídua humana, sendo responsável por exercer um 

papel anti-inflamatório em vários órgãos, incluindo a placenta (Xu et al., 2014). 

Esse hormônio possui atividades estruturais e fisiológicas semelhantes à 

progesterona nos estágios iniciais da gestação, desempenhando um papel 

importante na implantação, placentação e manutenção da gestação saudável 

(Monastra et al., 2018). Durante a gestação humana, a conversão de 25(OH)D em 

1,25(OH)2D está aumentada na placenta, demonstrando que ela e a decídua são 

importantes no metabolismo da vitamina D (Murthi et al., 2016).   

Estudos recentes relatam deficiência de vitamina D em gestantes portadoras 

de PE (Robinson et al., 2013; Xu et al., 2014; Mohaghegh et al., 2015) além da 

ocorrência de parto prematuro (Yuan et al.. 2019; Pashapour et al., 2019),  enquanto 

outros mostram associação entre essa deficiência e o risco de desenvolvimento de 

PE (Aghajafari et al., 2013; Bodnar et al., 2014; Akbari et al., 2018). Esses 

resultados da literatura sugerem que a suplementação de vitamina D pode proteger 

o organismo materno por sua influência sobre a função vascular, modulação da 

resposta imune, homeostase e capacidade de manutenção do trofoblasto (Hyppönen 

et al., 2013; Hutabarat et al, 2018). Apesar dessas evidências, mais estudos clínicos, 

utilizando a VD para tratamento de síndromes da gestação, devem ser conduzidos 

baseados no histórico clínico e pessoal das pacientes, bem como questões étnicas e 

raciais (Cyprian et al., 2019; Dovnik et al., 2018). 

Em conclusão, os estudos mostram que o estresse oxidativo, a ativação do 

inflamassoma associada à produção aumentada de citocinas inflamatórias, assim 

como apoptose aumentada são descritos na placenta de mulheres com gestações 

complicadas por PE. Portanto, o tratamento in vitro de explantes placentários de 

gestantes pré-eclâmpticas e HUVECs com a VD poderia contribuir para um melhor 

conhecimento dos processos envolvidos na inflamação sistêmica da PE e das células 

endoteliais e sugerir o emprego da VD como tratamento adjuvante dessa importante 

síndrome da gestação.  
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